ヒト肝細胞キメラマウスの薬物動態学的研究 by 加藤 美紀 & Kato, Miki
加藤美紀
博士（薬学）
博乙第303号
平成１８年３月２２日
論文博士｛学位規則第４条第２項）
ヒト肝細胞キメラマウスの薬物動態学的研究
横井毅（医学系研究科・教授）
辻彰（自然科学研究科・教授），宮本謙一（医学部附属病院・教授），
加藤将夫（自然科学研究科・助教授），中島美紀（医学系研究科・助教授）
氏名
学位の種類
学位記番)号
学位授与の日付
学位授与の要件
学位授与の題目
論文審査委員(主査）
論文審査委員(副査）
Abstract
Recently,acllimericmouselinemwllichtllelivercouldbereplacedbymoretlla、８０％
witllhumanhepatocyteswasestablishedinJapanBecausetllecllimericnlouseproduces
hmnanalbulnin(hAlb),replacenlentbyhumanhepatocytescouldbeestilnatedbytllehA1b
Concentrationintllebloodofthechimericmice､InthissmdyｳweinvestigatedhulnanmaJor
cytocllronleP450(CYP)andconjugationenzymesintlleliversoftllecllimericmiceThe
cllimericmiceexhibitedasimilarlyefficientcapacityofdruglnetabolismashulnans・Itwas
confinnedtllatgenolnicDNAfiomtlleliversofthecllimericlniceandtllatffomtlleliverof
thedonorexhibitedthesamegenotype・nwasdemonstratedtllathulnanCYPsexpressedm
thecllimericnlicewereinducedbytypicalCYPmducers,rifampicinand
3-Inetllylcholanthrene,andaspecifichunlanCYP3A4mducer,ri肋utm・TY1iscllimericmouse
lnodellnaybeausefUlamlnalmodeltoestilnateandpredicttlleinvivoinductionofCYPsin
llumans・Then,weinvestigatedtlleinvivodruglnetabolismofatypicalCYP2D6substrate，
debrisoquin,iｎｔｈｅｃhimericmice,sincedebrisoquinislnainlymetabolizedto
4i-llydroxydebrisoquiｎｉｎｈｕｍａｎ,butnotinmice・Theinvivonletabolicprofileofthe
cl1imericmicelnayhavebeenhumanized､Moreover,CYP2D6expressedintheliveroftlle
cllimericlnicewasinhibitedbyaspecifichumanCYP2D6inhibitor,qUimdme､Theexcretion
profileintllecllimericmicewasalsohumanizedmanexcretionstudyusingcefinetazole・The
cllilnericlnicewitllhumanizedliverwouldbecolneausefUllnodelmstudiesofdrug
metabolism
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学位論文要旨
薬物動態試験は医薬品開発において必須であり、体内動態を理解することは適正な
薬物療法を行う上で重要であると考えられる。ヒトでの体内動態を予測することは難
しく、ヒト由来試料を用いて様々な試みが行われてきた。今日ではヒト肝ミクロソー
ム（nＭ）やヒト初代培養肝細胞を用いた実験が一般的であるが、それでもなお、倫
理面を含めた試料の供給や､j川伽からj"wvoへの外挿など様々な障壁が存在する。
2004年に我が国において樹立された、マウス肝を最大で９５％までヒト肝細胞に置換
することが可能なヒト肝細胞キメラマウスが、よりヒトに近い薬物動態試験の新たな
モデルとして応用できるか検討を進めた。
体内動態を決定する重要な因子は薬物代謝であり、薬物代謝の中心的な役割を担う
酵素は第１相反応に関与するチトクロムＰ４５０(CYP）である。ＣＹＰは内因性基質だけ
でなく薬物を含む外来異物の代謝に大きく関与している。そこでＣＹＰのキメラマウ
スにおける発現とその機能を明らかにすることを目的にmRNA、タンパク質、酵素活
性レベルでの検討を行ったｄその結果、キメラマウスの肝において、ヒトCYPInRNA
が発現しており、また､イムノブロット分析の結果からCYP2C9､CYP3A4CYP1A2、
CYP2D6などの主要なヒトＣＹＰタンパク質が発現していることを明らかにした。全
分子種のｍＲＮＡ発現量、タンパク質発現量ともにキメラマウスのヒト化の指標であ
るヒトアルブミン（hA1b）濃度依存的な増加が認められた。ヒト特異的酵素活性であ
るジクロフェナク４，－水酸化酵素活性やデキサメタゾン６－水酸化酵素活性（DEXOH)、
デブリソキン４，－水酸化酵素活`性（DBOH）などが認められたことから、キメラマウス
に発現するヒトＣＹＰは、ヒトとしての薬物代謝能を有しており、ドナーと同等の薬
物代謝能を有することを明らかにした。また、CIPm5*イやＣ〃2CIQ*２，CIPⅢ5*３
についてドナーとキメラマウスの遺伝子型を判定することにより、キメラマウスはド
ナーと同一の遺伝子型、表現型を示すことが明らかになった。以上の結果から、キメ
ラマウスの肝に発現するＣＹＰはドナー肝と同等であり、これまでＨＬＭを用いて行っ
てきた実験にキメラマウスの肝ミクロソームを用いることは可能と示された。
次に､第Ⅱ相反応に関与する主要な抱合酵素であるグルクロン酸転移酵素（UGT)、
硫酸転移酵素（SULT)、1Vとアセチル転移酵素（NAT)、グルタチオンＳ転移酵素（GST）
に関して､第Ｉ章のＣＹＰと同様にキメラマウスにおける発現とその機能を明らかにす
ることを目的にmRNA、タンパク質、酵素活性レベルでの検討を行った。抱合反応の
中で最も重要で研究が進んでいるものはグルクロン酸抱合反応である。グルクロン酸
抱合体は親化合物よりもより親水性が高く、尿や糞に排泄されやすいため、ＵＧＴは
生体からの異物の排泄に重要な役割を果たす。キメラマウスの肝においてヒトUGT
InRNAおよびＵＧＴタンパク質の発現はｈＡ１ｂ濃度と高い相関が認められた。ヒト
UGT2B7の指標活性であるモルフイン６－グルクロン酸抱合活性はllA1b濃度と相関が
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認められたことからも、キメラマウスの肝にはヒトＵＧＴが発現しており、抱合活性
を有することが明らかになった。硫酸抱合は薬物の解毒や活性化に関与する重要な代
謝反応である。キメラマウスの肝に発現するSULTmRNA、タンパク質およびはヒト
特異的なエストロン３－硫酸抱合活性はhA1b濃度と相関が認められた。従って、キメ
ラマウスでエストロン3-硫酸抱合活`性が認められたことからも、キメラマウスにはビ
トＳＵＬＴが発現しておりて抱合活性を有することが明らかになった。ＮＡＴはアリル
アミンやアリルヒドラジンのアセチル化を触媒することが知られている。ヒト肝に主
に発現しているＮＡＴ２は表現型がslowacetylator(SA)とrapidacetylatorに分類されお
り、薬物の副作用発現に深く関わっている。キメラマウスの肝ではヒトNAT21nRNA
の発現はllAlb濃度と相関が認められた、ヒト特異的なスルファメタジン１Vとアセチル
抱合活性が検出されたことからもヒトＮＡＴが発現していることを明らかにした。ま
た、ドナーＢ由来のキメラマウスでは抱合活性が認められたが、ドナーＡ由来のキメ
ラマウスでは活性がほとんど認められず、Ｍｎ*6ＩＭＤ*１３のＳＡであることを明ら
かにした。ＣＹＰの遺伝子多型の結果同様、キメラマウスはドナーの遺伝子型、表現型
を保持していると考えられる。一般的に様々な外因性化合物の解毒に関与するＧＳＴ
についてもｍＲＮＡレベルでの検討が主であるが、発現が認められた。抱合酵素には
ヒト特異的な抗体や指標活性がほとんどないため、キメラマウスの肝に発現する抱合
酵素について検討することは極めて難しい。しかし、以上の検討より、キメラマウス
においてヒトUGT、SULT、ＮＡＴおよびＧＳＴが発現しており、抱合能を有している
と考えられる。キメラマウスの肝にヒトＣＹＰと抱合酵素が発現しているため､i川伽
でＨＬＭの代用としてだけでなく、キメラマウスを用いることで薬物の第１相および
第１I相反応の両者をj川加で評価できる可能性が示された。
CYPの誘導と阻害は多くの薬物相互作用の原因と考えられている｡医薬品の候補化
合物がＣＹＰを誘導、阻害する可能性について検討することは、ヒトにおける薬物相
互作用を予測するためにも極めて重要である｡酵素源として頻用されているヒトＣＹＰ
発現系やＨＭＬを用いてもＣＹＰの誘導を予測することはできない。そこで、ＣＹＰの
発現が証明されたキメラマウスのヒトＣＹＰ誘導実験への応用を目指し、キメラマウ
スのｊ"ＷｖｏにおけるヒトＣＹＰ誘導能についてリフアンピシンと３－メチルコラントレ
ン（3-ＭC）を用いて検討を行った。リファンピシンはDEXOHに関して、ドナーＡ由
来のキメラマウスで5.2倍、ドナーＢ由来のキメラマウスで12.0倍の顕著な増加が認
められた。DEXOHはヒト特異的であるため、ヒトCYP3A4は誘導能を有することが
示された。また、ヒトCYP1AZ1nRNAとタンパク質は3-ＭＣの投与により誘導が認め
られた。キメラマウスの肝に発現するヒトＣＹＰは代表的なＣＹＰ誘導薬であるリファ
ンピシンと３－ＭＣで誘導されたことから、ヒトのｉ"1Ｗｏにおける誘導能を評価する最
適な動物モデルとなる可能性が示された。
リフアンピシンによりキメラマウスの肝に発現しているヒトCYP3A4は誘導能を
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有することを明らかにしたが、リフアンピシンはヒトCYP3A4だけでなく、マウス
Cyp3aも誘導する．そこで、ヒトCYP3A4の誘導についてヒトCYP3A4の特異的誘導
薬であるリファブチンを用いて検討を行った｡本研究における誘導実験条件ではヒト
CYP3A4特異的な誘導薬であるリファブチンにより、DEXOHが１９倍誘導された。
これより、キメラマウスのヒトCYP3Mは誘導能を有していることが明らかになった。
また､ヒトCYP3A4､マウスCyp3aともにテストステロン6B-水酸化酵素活性（TESOH）
を触媒する。リファンピシン投与によりTESOHとDEXOHがともに4.1倍の増加し、
誘導率がほぼ同じであったことから、キメラマウスでのTESOHの増加は主にヒト
CYP3A4の誘導による結果と考えられる。
次にCYPが介する薬物相互作用の約７割を占める酵素阻害実験の検討を行った。
現在のところ、ヒトにおいてＣＹＰの阻害の有無はヒトCYP発現系やＨＭＬを用いて
ｊ川伽実験系で予測可能であるが、ヒトの生体内での阻害程度を見積もることは難し
い。そこで、ｊ"vjvoの阻害作用を見積もるべく、キメラマウスの阻害試験への応用を
検討した。種差のみならず系統差も認められているCYP2Dの基質であるデブリソキ
ンをキメラマウスに投与し、血清中４，－水酸化デブリソキン（4-0Ｈデブリソキン）を
測定した。キメラマウスでは4-0ＨデブリソキンのＡＵＣが高l1Alb群で低hA1b群や
uPAF/-/SCm群より顕著に高かった。これより、ｉ"vivoにおいてキメラマウスはヒト型
の薬物代謝プロファイルを示すことが明らかになった｡次にヒトCYP2D6の特異的な
阻害薬であるキニジンを前投与すると、高llA1b群で4-0ＨデブリソキンのＡＵＣが有
意に減少した。これに対し、低llAlb群やuPA/~/SCID群では顕著な変化は認められな
かった。キメラマウスにおいて、キニジンによるCYP2D6の阻害作用が認められたこ
とから、腕ｗｖｏにおける薬物相互作用を再現できることが示された。また、肝ミクロ
ソームを用いた！"ｖｊ伽実験において、ＤＢＯＨの速度論的解析を行ったところ、Ｋ、値
は高llA1b群でヒトと類似した値を示し、低l1A1b群やuPA~/7SCm群ではＫ、値は有
意に高かった。また、'1Ｍかoにおける阻害実験では、キニジンのＫｉ値は高llA1b群で
ヒトと類似しており､uPA~/~/SCID群とは約600倍異なる値を示した｡これより､ｊ"vjvo、
i〃ｖ伽両実験系においてキメラマウスのヒトCYPZD6酵素活`性がヒトCYPﾕＤ６阻害
薬により阻害されることを明らかにした。キメラマウスはＨＬＭや実験動物を用いた
肋vjvO実験よりもさらにヒトに近い状態で、薬物相互作用の検討を行うことができる
動物モデルであると考えられる。ヒトへの外挿について様々な検討が行われており、
予測方法も改良が重ねられているが、キメラマウスを用いて同様の検討を行うことに
より、ヒトにおける薬物相互作用をより詳細に予測することができると期待される。
薬物は一部未変化体で排泄されるものも存在するが、一般的に代謝を受け腎排泄も
しくは胆汁排泄される。胆管に排泄されるためには肝細胞を経る必要があるため、ヒ
トの肝細胞で置換されているキメラマウスの排泄プロファイルについて検討を進め
た。ヒトでは腎排泄型、マウスでは胆汁排泄型であるセフメタゾールを指標として、
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キメラマウスでの排泄の検討を行ったところ、高ｈＡ１ｂ濃度のキメラマウスでは尿中
排泄率が高く、糞中排泄率が低いヒト型の排泄プロファイルを示した。これに対し、
コントロールとして使用したuPA-/-/Sc、マウスは糞中排泄率が高値を示した。キメ
ラマウスにおける薬物の排泄については今後、更なる検討が必要と考えられるが、キ
メラマウスは代謝実験だけでなく排泄実験にも応用できる可能性が示された○
ｈＶ伽からmvjvoへの外挿、種差、ヒト肝試料の安定供給などこれまでの懸案を
クリアできるヒト肝細胞キメラマウスの薬物動態学的実験への応用は、医薬品開発の
効率化と薬物治療の最適化にとって極めて有益である。多方面で応用できるキメラマ
ウスについて、薬物代謝酵素を中心とした基礎的な検討を行った本研究は、今後の薬
物動態の発展のみならず医薬品開発についても貢献できる情報を提供するものと考
えられる。
学位論文審査結果の要旨
２００４年に我が国において樹立されたヒト肝細胞キメラマウスが、よりヒトに近い薬物動態試験の新たな
モデルとして適用できるか検討を行った。キメラマウスの肝には体内動態を決定する重要な薬物代謝酵素で
あるヒトチトクロムＰ４５０（CYP）やヒト抱合酵素が発現しており、酵素活性を有することを明らかにした。
従ってキメラマウスの肝はヒト肝の代替として薬物代謝試験で使用可能であると考えられる。また、ＣＹＰの
誘導と阻害は多くの薬物相互作用の原因と考えられている。キメラマウスの肝に発現するヒトＣＹＰは代表
的なCYP誘導薬で誘導された。ヒトCYP特異的な阻害薬によりＺｍＷＤにおける薬物代謝阻害が認められた。
これより、キメラマウスはさらにヒトに近い状態で薬物相互作用の検討を行うことができる動物モデルであ
ることを明らかにした。ヒトでは腎排泄型、マウスでは胆汁排泄型であるセフメタゾールはキメラマウスで
は尿中排泄率が高く、コントロールマウスは糞中排泄率が高値を示した。従って、代謝実験だけでなく排泄
実験にも適用できる可能性が示された。ヒト肝細胞キメラマウスの薬物動態学的実験への適用は、医薬品開
発の効率化と薬物治療の最適化にとって極めて有益である。多方面で応用できるキメラマウスについて、薬
物代謝酵素を中心とした基礎的な検討を行った本研究は、今後の薬物動態の発展のみならず医薬品開発につ
いても貢献できる情報を提供するものと考えられる。以上の研究成果は、博士（薬学）として評価できるも
のであると判定した。
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